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บทคัดย่อ
 วัตถุประสงค์: เพื่อพัฒนาต�ารับน�้ายาบ้วนปากจาก

น�า้มนัมะพร้าวสกดัเยน็และเปรยีบเทยีบฤทธิก์ารต้านเชือ้รา

แคนดดิาอลับแิคนส์ในรปูแบบแผ่นชวีภาพกบัยาไนสแตตนิ

 วิธีการศึกษา: เตรียมต�ารับน�้ายาบ้วนปากจากน�้ามัน

มะพร้าวสกดัเยน็ท้ังหมด 9 ต�ารับ โดยมีส่วนประกอบ 3 ส่วน 

คือ น�้ามันมะพร้าวสกัดเย็น โพรพิลีนไกลคอล และน�้ากลั่น 

สร้างแผ่นชีวภาพโดยใช้เชื้อยีสต์แคนดิดาอัลบิแคนส์สาย

พันธุ์ ATCC 10231 ในไมโครเวลเพลทขนาด 96 หลุมที่

เคลือบด้วยน�้าลายจากอาสาสมัคร น�าไปทดสอบฤทธ์ิต้าน

เช้ือราแคนดิดาอัลบิแคนส์ในรูปแบบแผ่นชีวภาพ โดยหา

ปริมาณเช้ือท่ีลดลงภายหลังจากสัมผัสน�้ายาบ้วนปากจาก

Abstract
 Objectives: To develop mouthwashes formu-
lated from virgin coconut oil and to compare their 
antifungal activities against C. albicans biofilm 
with those of nystatin.
 Materials and Methods: A total of nine  
formulas of mouthwash containing coconut oil, 
propylene glycol and distilled water were prepared. 
C. albicans biofilm was formed on a 96-well plate 
precoated with unstimulated saliva. The antifungal 
activity of each mouthwash formula was deter-
mined by a reduction of viable yeast cells after 
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น�้ามันมะพร้าวสกัดเย็นต�ารับต่างๆ เป็นเวลานาน 10 นาที 

ซึ่งมียาไนสแตตินและน�้ากลั่นเป็นตัวควบคุมบวกและลบ

ตามล�าดับ ประเมินฤทธิ์ต้านเชื้อราในรูปแบบแผ่นชีวภาพ

ด้วยวิธีการนับจ�านวนโคโลนี และค�านวณร้อยละการลด

ลงของปริมาณเช้ือราแคนดิดาอัลบิแคนส์ในรูปแบบแผ่น

ชีวภาพ

 ผลการศึกษา: ยาไนสแตติน น�้ามันมะพร้าวสกัดเย็น

บรสุิทธิ ์และน�า้กลัน่ สามารถลดปริมาณเชือ้ราแคนดดิาอัล-

บแิคนส์ในรปูแบบแผ่นชวีภาพ ร้อยละ 82.36±4.61, 42.83± 

7.6 และ 7.38±8.22 ตามล�าดับ ต�ารับน�้ายาบ้วนปากน�้ามัน

มะพร้าวสกัดเยน็ท่ีมีประสทิธภิาพในการลดปริมาณเช้ือราใน

รูปแบบแผ่นชีวภาพเทียบเท่ายาไนสแตติน ได้แก่ ต�ารับที่ 1 

(น�้ามันมะพร้าวสกัดเย็นร้อยละ 60 : โพรพิลีนไกลคอลร้อย

ละ 40 : น�้ากลั่นร้อยละ 0) ต�ารับที่ 2 (50:40:10) ต�ารับที่ 4 

(70:30:0) ต�ารับที่ 5 (60:30:10) และต�ารับที่ 7 (80:20:0) 

(p>0.05) โดยต�ารับเหล่านี้สามารถลดปริมาณเชื้อราใน

รูปแบบแผ่นชีวภาพได้ร้อยละ 75 ถึง 90 ขณะที่ต�ารับน�้ายา

บ้วนปากที ่5 ทีมี่อตัราส่วนน�า้มันมะพร้าวสกดัเยน็ ต่อโพร- 

พิลีนไกลคอล ต่อน�้ากลั่น (60:30:10) เพื่อลดความหนืด

ของน�้ามันมะพร้าวสกัดเย็น มีปริมาณการลดลงของเช้ือ

ราในรูปแบบแผ่นชีวภาพ ร้อยละ 83.75±5.75 ซึ่งไม่ 

แตกต่างอย่างมีนยัส�าคัญทางสถติเิมือ่เปรียบเทียบกบัยาไน

สแตติน (p>0.05)
 บทสรุป: ต�ารับน�้ายาบ้วนปากจากน�้ามันมะพร้าวสกัด

เย็นที่พัฒนาข้ึนในอัตราส่วนน�้ามันมะพร้าวสกัดเย็น ต่อ 

โพรพลินีไกลคอล ต่อน�า้กลัน่ (60:30:10) มฤีทธิต้์านเชือ้รา

แคนดิดาอลับแิคนส์ในรูปแบบแผ่นชวีภาพอย่างมนียัส�าคญั  

ซึ่งใกล้เคียงกับยาไนสแตติน

ค�าส�าคัญ: ฤทธิต้์านเชือ้รา แคนดดิาอลับแิคนส์ แผ่นชวีภาพ 

น�้ามันมะพร้าว น�้ายาบ้วนปาก

fungal biofilm was exposed to the test mouthwash 
formulations for 10 minutes. Nystatin and distilled 
water were used as positive and negative controls, 
respectively. Viability of the biofilms was investi-
gated by cultivation and expressed in percentage 
of fungal biofilm reduction.
 Results: Nystatin, virgin coconut oil and dis-
tilled water were able to reduce C. albicans bio-
film by 82.36±4.61%, 42.83±7.61% and 7.38± 
8.22%, respectively. The mouthwashes formulated 
with virgin coconut oil, propylene glycol and dis-
tilled water that expressed anti-candida biofilm 
as effective as nystatin included these formulas 1 
(60:40:0), 2 (50:40:10), 4 (70:30:0), 5 (60:30:10), 
and 7 (80:20:0) (p> 0.05). These formulas of vir-
gin coconut oil reduced viable cells in the fungal 
biofilms ranging from 75% to 90%. The mouth-
wash formula 5 with the ratio of virgin coconut 
oil, propylene glycol and distilled water (60:30:10) 
seemed to be the solution of interest. This mouth-
wash was able to reduce viable cells in the fungal 
biofilms by 83.75±5.75% that was not statistically 
different from the effect of nystatin (p> 0.05).
 Conclusions: Virgin coconut oil mouthwash 
liquefied by the addition of propylene glycol (30%) 
and distilled water (10%) has shown an efficacy in 
reducing C. albicans biofilm significantly that was 
not inferior that of nystatin.

Keywords: antifungal activity, Candida albicans, 
biofilms, coconut oil, mouthwash
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บทน�า
 โรคเชื้อราในช่องปาก (oral candidiasis) เกิดจากการ

ติดเชื้อแคนดิดา (candida) โดยสายพันธุ์ก่อโรคที่พบได้มาก

ที่สุด คือ แคนดิดาอัลบิแคนส์ (Candida albicans)(1) ซึ่งมี

ปัจจยัก่อความรุนแรง (virulence factor) สงูกว่าสายพนัธ์ุอ่ืน

ในกลุม่เดียวกนั(2) และการสร้างแผ่นชวีภาพ (biofilm) ท�าให้

เชื้อรามีความสามารถในการเกิดโรคและต้านทานต่อยาต้าน 

เชือ้รามากข้ึน(3) การรักษาโรคเชือ้ราในช่องปากนยิมใช้ยาต้าน

เชื้อราเฉพาะที่ (topical antifungal agent) รูปแบบอม ซึ่ง

อาจท�าให้เกิดอาการไม่พึงประสงค์(4,5) รสชาติไม่พึงประสงค์

และต้องใช้หลายครั้งต่อวัน อาจส่งผลต่อการให้ความร่วมมือ

ของผู้ป่วยในการรักษาได้ ดังนั้นสารสกัดจากธรรมชาติอาจ

เป็นอีกทางเลือกหนึ่ง เพื่อลดผลข้างเคียงจากการใช้ยา 

 น�้ามันมะพร้าวสกัดเย็นเป็นสารสกัดธรรมชาติที่มีกลิ่น

หอม รสชาติดี หาซื้อได้ง่าย สามารถน�ามาใช้อมกลั้วปาก 

(oil-pulling) วันละ 1 ครั้ง ซึ่งใช้ครั้งละ 1 ช้อนโต๊ะ อมกลั้ว

ปาก นาน 10-15 นาที แล้วบ้วนทิ้ง(6)  โดยคุณสมบัติที่ดีของ

น�า้ยาบ้วนปาก คือ มีฤทธิต้์านเชือ้จลุชพี มีรสชาติดี มกีลิน่หอม

น่าใช้ ไม่ระคายเคอืงต่อเนือ้เยือ่ในช่องปาก ไม่ท�าให้เกดิอาการ

ข้างเคียง รวมถึงมีราคาย่อมเยา(7) มีการศึกษาพบว่าน�้ามัน

มะพร้าวสกัดเย็นมีฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรียในช่องปาก(8-13)  

และเชื้อราแคนดิดาอัลบิแคนส์(13-15) สามารถลดเหงือก

อักเสบและแผ่นคราบจุลินทรีย์(16,17) อีกทั้งไม่มีรายงานถึง

อาการปวดแสบปวดร้อน การรับรสเปลี่ยน หรืออาการไม่

พึงประสงค์อื่นๆ ภายหลังจากการใช้น�้ามันมะพร้าวอมกลั้ว

ปาก(10,18) การศึกษาที่ประเมินความพึงพอใจของหลังการใช้

น�า้มนัมะพร้าวสกดัเยน็บรสิทุธิอ์มกลัว้ปาก พบว่าผู้ ใช้มคีวาม

พึงพอใจเรื่องกลิ่น รสชาติ รู้สึกปากสะอาด กลิ่นปากลดลง 

ทั้งนี้พบว่ามีผู้ ใช้ไม่พึงพอใจในเรื่อง ระยะเวลาอมบ้วนที่นาน

ถึง 10 นาที และความข้นหนืดของน�้ามัน ซึ่งเป็นอุปสรรคต่อ

การใช้น�้ามันมะพร้าวสกัดเย็นอมบ้วนในชีวิตประจ�าวัน อีกทั้ง

น�้ามันมะพร้าวสกัดเย็นที่มีขายตามท้องตลาดในประเทศไทย

มีราคาค่อนข้างสูง(16) ดังนั้นผู้วิจัยจึงสนใจพัฒนาต�ารับน�้ายา

บ้วนปากจากน�า้มนัมะพร้าวสกดัเยน็ทีม่คีวามข้นหนดืน้อยลง 

และมีต้นทุนต�่าลง โดยมีส่วนผสมเป็นโพรพิลีนไกลคอล และ

น�้ากลั่น ซึ่งโพรพิลีนไกลคอลเป็นของเหลวใส ไม่มีกลิ่น ไม่มี

รสชาติ(19) และอีกท้ังมีฤทธ์ิต้านเช้ือรา(20) นอกจากนีก้ารศกึษา

นี้ยังต้องการเปรียบเทียบฤทธิ์การต้านเชื้อราแคนดิดาอัลบิ-

แคนส์ในรูปแบบแผ่นชีวภาพกับยาไนสแตติน (Nystatin)  
ซ่ึงเป็นยาต้านเช้ือราเฉพาะท่ีท่ีนิยมใช้รักษาโรคเช้ือราในช่อง

ปาก ดงันัน้ต�ารบัน�า้ยาบ้วนปากทีพ่ฒันาควรช่วยลดความหนดื

ของน�้ามันมะพร้าวสกัดเย็น ลดต้นทุน แต่มีประสิทธิภาพฆ่า

เช้ือราแคนดิดาอัลบิแคนส์ในรูปแบบแผ่นชีวภาพได้ดีเทียบ

เท่ายาไนสแตติน

วัสดุอุปกรณ์และวิธีการ
 1. การขอรับรองโครงการ

 งานวิจัยนี้ผ่านการรับรองโครงการศึกษาวิจัยในมนุษย์ 

จากคณะกรรมการพิทักษ์สิทธิ์ สวัสดิภาพและป้องกัน

ภยนัตรายของผูถ้กูวจิยั คณะทนัตแพทยศาสตร์ มหาวทิยาลยั

เชียงใหม่ เอกสารเลขที่ 7/2561 และผ่านการรับรองด้าน

ความปลอดภยัทางชวีภาพจากคณะกรรมการความปลอดภยั

ทางชีวภาพระดับส่วนงานชุดที่ 5 มหาวิทยาลัยเชียงใหม่  

(Approval No. CMUIBC A-0561017) 
	 2.	การเตรยีมต�ารบัน�า้ยาบ้วนปากจากน�า้มนัมะพร้าวสกดั

เย็น 

 งานวิจัยนี้เป็นการศึกษาในห้องปฏิบัติการ โดยใช้น�้ามัน

มะพร้าวสกดัเย็นบรสิทุธ์ิ (CoCo Delight®, GPO, Bangkok,  
Thailand) ซึ่งผ่านการตรวจสอบคุณภาพ ไม่พบเชื้อจุลชีพ

เจือปนรับรองโดยศูนย์วิทยาศาสตร์การแพทย์ที่ 1 เชียงใหม่ 

กรมวทิยาศาสตร์การแพทย์ ท�าการเตรยีมต�ารบัน�า้ยาบ้วนปาก

จากน�า้มนัมะพร้าวสกดัเย็น 9 ต�ารบั ซึง่มส่ีวนประกอบ 3 ส่วน 

ได้แก่ น�า้มนัมะพร้าวสกดัเย็น โพรพลีนีไกลคอล (propylene 
glycol) และน�า้กลัน่ โดยปรบัสดัส่วนของน�า้มนัมะพร้าวสกดั

เย็น และโพรพีลีนไกลคอล ดังตารางที่ 1  ทั้งนี้โพรพีลีนไกล

คอล ท�าหน้าที่เป็นตัวท�าอิมัลชัน (emulsifier) เพื่อให้น�้ามัน

มะพร้าวและน�า้กลัน่เข้ากนั จากนัน้น�าต�ารบัน�า้ยาบ้วนปากจาก

น�้ามันมะพร้าวสกัดเย็นทั้ง 9 ต�ารับไปทดสอบฤทธิ์ต้านเชื้อรา

แคนดิดาอัลบิแคนส์ในรูปแบบแผ่นชีวภาพเป็นเวลา 10 นาที 

ตามวิธีการทดลองข้างต้น เปรียบเทียบกับยาไนสแตติน น�้า

กลั่น และสารละลายโพรพิลีนไกลคอล (propylene glycol 
solution: PS) ในน�้ากลั่นปลอดเชื้อที่เข้มข้นร้อยละ 20, 30 

และ 40

	 3.	การเตรียมแคนดิดาอัลบิแคนส์  (C. albicans cell 
suspension preparation)
 เชื้อแคนดิดาอัลบิแคนส์สายพันธุ ์ ATCC 10231 
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จากศูนย์เก็บรักษาและรวบรวมสายพันธุ์จุลินทรีย์ทางการ

แพทย์แห่งชาติ สถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์สาธารณสุข กรม

วิทยาศาสตร์การแพทย์ กระทรวงสาธารณสุข ประเทศไทย 

มาเพาะเลีย้งในอาหารเลีย้งจลุชพีแซบบรอทเดก็ซ์โตรสบรอท 

(Sabouraud-2% Dextrose Broth, Merck®, Germany)  
ในตู้อบเลี้ยงเช้ือชนิดใช้ออกซิเจนที่อุณหภูมิ 37 องศาเซล- 

เซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง(21) จากนั้นน�าเชื้อท่ีเจริญเต็ม

ที่แล้วมาปรับให้มีความขุ่นเท่ากับสารละลายมาตรฐาน  

(McFarland No. 0.5 ที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร ซึ่ง

มีเชื้ออยู่ 1-2 × 106 โคโลนีต่อมิลลิลิตร)(22) โดยใช้เครื่อง

เดนสิโตมิเตอร์ (densitometer, DEN-1B, Biosan SIA, 
Latvia)
 4.	การเก็บตัวอย่างน�้าลาย	(Saliva sample collec-
tion) เพื่อน�าไปใช้สร้างแผ่นชีวภาพ
 เก็บน�า้ลายจากอาสาสมคัร 1 ราย  โดยมเีกณฑ์คดัเลอืก

อาสาสมัคร (inclusion criteria) คือ เป็นผู้ที่มีอายุมากกว่า 

18 ปี สุขภาพแข็งแรง ปฏิเสธการสูบบุหรี่ และมีอัตราการ

หลั่งน�้าลายขณะกระตุ้นมากกว่า 1 มิลลิลิตรต่อนาที(23) รวม

ถงึมเีกณฑ์การคดัอาสาสมคัรออก (exclusion criteria) คอื 

ตั้งครรภ์ หรือให้นมบุตร สูบบุหรี่ และรับประทานยาปฏิชีวนะ

ก่อนหรือระหว่างการทดลองเป็นเวลา 3 เดือน(16,23) ท�าการ

เก็บตัวอย่างน�้าลายช่วงเช้า 9.00-11.00 น.(24,25) ในขณะไม่

ได้รับการกระตุ้น (unstimulated salivation) ด้วยวิธีการ

บ้วนน�้าลาย (spitting method)(25)

 5.	การสร้างแผ่นชีวภาพของเชื้อทดสอบ

 น�้าลายของอาสาสมัครปริมาตร 5 มิลลิลิตร ใส่ในหลอด

ทดลองขนาด 15 มิลลิลิตร ปั่นด้วยเครื่องปั่นที่จ�านวนรอบ 

1,500 G นาน 15 นาที ดูดของเหลวส่วนบนของน�้าลาย

ผ่านตัวกรองขนาด 0.45 ไมครอน (Minisart®, Sartorius,  
Germany) เพื่อกรองเช้ือจุลชีพออกจากน�้าลาย(13) น�า

น�้าลายท่ีผ่านการกรองปริมาตร 100 ไมโครลิตรมาเพาะเชื้อ

บนอาหารเลี้ยงจุลชีพแบบแข็ง (Sabouraud -4% Dex-
trose Agar, Merck®, Germany) เพื่อตรวจสอบว่าไม่มี

การปนเปื้อนของเชื้อจุลชีพ จากนั้นจึงน�าน�้าลายที่ผ่านการก

รองปริมาตร 50 ไมโครลิตร ใส่ในหลุมของไมโครเพลท 96 

หลุมชนิดก้นแบน น�าไปเพาะเชื้อในตู้อบเลี้ยงเชื้อ ที่อุณหภูมิ 

37 องศาเซลเซียส นาน 2 ชั่วโมง(26) ดูดน�้าลายออกแล้วล้าง

ด้วยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ (phosphate-buffered 
solution: PBS) ปริมาตร 200 ไมโครลิตร เบาๆ 2 ครั้ง 

เพื่อก�าจัดน�้าลายส่วนเกิน(26) แล้วเติมเชื้อราแคนดิดาอัลบิ-

แคนส์ที่เตรียมไว้ ในข้อ 1 ปริมาตร 100 ไมโครลิตร เพาะ

เชื้อในตู้อบเลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 90 

นาที เพื่อให้เกิดการยึดเกาะในระยะเริ่มต้น(26-28) เมื่อครบ

เวลาดูดสารละลายในแต่ละหลุมออกท้ังหมด ล้างแต่ละหลุม

ตารางที่ 1  ส่วนประกอบของต�ารับน�้ายาบ้วนปากจากน�้ามันมะพร้าว และ สารละลายโพรพิลีนไกลคอล

Table 1  Compositions of mouthwash formulae from coconut oil and propylene glycol solution

สารทดสอบ
ร้อยละส่วนประกอบ

น�้ามันมะพร้าวสกัดเย็น	:	โพรพีลีนไกลคอล	:น�้ากลั่น

น�้ายาบ้วนปากจากน�้ามันมะพร้าวต�ารับที่ 1 (1stMW) 60 : 40  : 0

น�้ายาบ้วนปากจากน�้ามันมะพร้าวต�ารับที่ 2 (2ndMW) 50 : 40 : 10

น�้ายาบ้วนปากจากน�้ามันมะพร้าวต�ารับที่ 3 (3rdMW) 40 : 40 : 20

สารละลายโพรพิลีนไกลคอล ร้อยละ 40 (PS40) 0 : 40  : 60

น�้ายาบ้วนปากจากน�้ามันมะพร้าวต�ารับที่ 4 (4thMW) 70 : 30 :  0

น�้ายาบ้วนปากจากน�้ามันมะพร้าวต�ารับที่ 5 (5thMW) 60 : 30 : 10

น�้ายาบ้วนปากจากน�้ามันมะพร้าวต�ารับที่ 6 (6thMW) 50 : 30 : 20

สารละลายโพรพิลีนไกลคอล ร้อยละ 30 (PS30) 0 : 30  : 70

น�้ายาบ้วนปากจากน�้ามันมะพร้าวต�ารับที่ 7 (7thMW) 80 : 20 :  0

น�้ายาบ้วนปากจากน�้ามันมะพร้าวต�ารับที่ 8 (8thMW) 70 : 20 : 10

น�้ายาบ้วนปากจากน�้ามันมะพร้าวต�ารับที่ 9 (9thMW) 60 : 20 : 20

สารละลายโพรพิลีนไกลคอล ร้อยละ 20 (PS20) 0 : 20  : 80



ชม. ทันตสาร ปีที่ 41 ฉบับที่ 3 ก.ย.-ธ.ค. 2563 CM Dent J Vol. 41 No. 3 September-December 202059

ด้วยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 200 ไมโครลิตร 2 ครั้ง 

เพื่อล้างเอาเซลล์ท่ีไม่ยึดเกาะออก เติมแซบบรอท เด็กซ์- 

โตรส บรอท ปริมาตร 100 ไมโครลิตร น�าไปเพาะเชื้อในตู้อบ 

เลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 48 ช่ัวโมง

โดยเปลี่ยนอาหารทุก 24 ชั่วโมง(29,30) เมื่อครบ 48 ชั่วโมง 

ดูดสารละลายในแต่ละหลุมออกทั้งหมด ล้างแต่ละหลุมด้วย

สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 200 ไมโครลิตร 2 ครั้ง สังเกต

คราบแผ่นชีวภาพบริเวณก้นของหลุมจานเพาะเลี้ยง

 6.	การทดสอบฤทธิต้์านเช้ือราแคนดดิาอลับิแคนส์ในรปู

แบบแผ่นชีวภาพของต�ารับน�้ายาบ้วนปาก

 ทดสอบฤทธิ์ต้านเชื้อราแคนดิดาอัลบิแคนส์ในรูปแบบ

แผ่นชีวภาพของต�ารับน�้ายาบ้วนปากจากน�้ามันมะพร้าวสกัด

เย็นทั้ง 9 ต�ารับ ที่เตรียมในข้อ 2 โดยใช้ยาไนสแตตินความ

เข้มข้น 100,000 ยูนิต/มิลลิลิตร (nystatin, Sigma, USA) 
เป็นตัวควบคุมบวก  น�้ากลั่นปราศจากเชื้อเป็นตัวควบคุมลบ 

และน�้ามันมะพร้าวสกัดบริสุทธิ์ (virgin coconut oil) เป็น

สารทดสอบ ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ท�าการทดลองซ�้า 3  

หลุม น�าไปบ่มในตู้อบเลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

นาน 10 นาท ีเมือ่ครบเวลาดูดสารละลายในหลมุออกทัง้หมด 

ล้างด้วยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 200 ไมโครลิตร 

จ�านวน 2 ครั้ง จากนั้นเติมสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 200 

ไมโครลิตร ลงในหลุม ขูดเชื้อบริเวณก้นหลุมๆ ละ 10 ครั้ง 

ในลักษณะทิศทางเดียวกัน ด้วยไม้จิ้มฟันปลอดเช้ือ(31) ดูด

สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ และแผ่นชีวภาพปริมาตร 200 

ไมโครลิตรลงในหลอดเอฟเพนดอร์ฟ (eppendorf) และเติม

สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 800 ไมโครลิตร จากนั้นน�าไป

เขย่าเครือ่งเขย่าสาร (vortex mixer) ด้วยความเรว็สงูสดุ(32) 

เป็นเวลา 3 นาที(27) เพื่อให้แผ่นชีวภาพกระจายตัวจนได้เป็น

เซลล์แขวนลอยของแผ่นชีวภาพ ท�าการเจือจางความเข้มข้น

ลดลงทลีะ 10 เท่า (10-fold serial dilution) ด้วยสารละลาย

ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ น�าสารละลายแขวนลอยของแผ่นชีวภาพ

ปริมาตร 100 ไมโครลิตร มากระจายให้ทั่วบนพื้นผิวอาหาร

เลี้ยงจุลชีพแบบแข็ง เพาะเชื้อในตู้อบเชื้อที่อุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซยีส นาน 24 ชัว่โมง หลงัจากนัน้ถ่ายรูปจานเพาะเช้ือ เพือ่

น�าเข้าโปรแกรม อิมเมจ เจ  (Image J, U.S. National Insti-
tutes of Health, Bethesda, Maryland, USA) นบัจ�านวน 

โคโลนีราแคนดิดาอัลบิแคนส์ ซึ่งมีลักษณะนูน สีครีมขาว(33) 

มีหน่วยเป็นโคโลนีต่อมิลลิลิตร และบันทึกผล ท�าการทดลอง

ซ�้า 3 ครั้ง และค�านวณค่าร้อยละการลดลงของปริมาณเชื้อรา 

(Percentage of fungal reduction) จากสมการ

	 7.	การทดสอบทางสถิติ

 น�าค่าร้อยละการลดลงของปรมิาณเชือ้รามาวเิคราะห์ผล

ทางสถิติ โดยใช้สถิติการวิเคราะห์ความแปรปรวนทางเดียว 

(One Way - ANOVA) ร่วมกับวิธีของดันเนตต์ (Dunnett 
T3 test) ก�าหนดระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95 (p = 0.05) 
โดยใช้โปรแกรม SPSS รุ่น 17 (SPSS Inc., Chicago, 
Iiilinois, USA)

ผลการศึกษา
 เช้ือราแคนดิดาอัลบิแคนส์ในรูปแบบแผ่นชีวภาพภาย

หลังจากสัมผัสสารทดสอบต่างๆ เป็นเวลา 10 นาที พบว่า

คา่เฉลี่ยรอ้ยละการลดลงของปริมาณเชื้อราของยาไนสแตติน  

น�า้มนัมะพร้าวสกดัเย็นบรสิทุธ์ิ และน�า้กลัน่ มค่ีาเท่ากบั  82.36±  

4.61, 42.83±7.61 และ 7.38±8.22 ตามล�าดับ ฤทธิ์ต้านเชื้อ

ราแคนดิดาอัลบิแคนส์ในรูปแบบแผ่นชีวภาพของสารทั้ง 3 

ชนดินัน้มคีวามแตกต่างอย่างมนียัส�าคญัทางสถิต ิ(p<0.001) 
นอกจากนั้น พบว่าน�้ายาบ้วนปากต�ารับที่ 1 (ที่มีอัตราส่วน

น�้ามันมะพร้าวสกัดเย็นร้อยละ 60 : โพรพิลีนไกลคอลร้อยละ  

40 : น�้ากลั่นร้อยละ 0) ต�ารับท่ี 2 (50:40:10) ต�ารับที่ 4 

(70:30:0) ต�ารับที่ 5 (60:30:10) และต�ารับที่ 7 (80:20:0)  

มีฤทธิ์ต้านเชื้อราแคนดิดาอัลบิแคนส์ในรูปแบบแผ่นชีวภาพ

ไม่แตกต่างจากยาไนสแตติน อย่างมีนัยส�าคัญทางสถิติ 

(p>0.05)  โดยสามารถลดปรมิาณเชือ้ราแคนดดิาอลับแิคนส์ 

ในรูปแบบแผ่นชีวภาพได้ร้อยละ 75 ถึง 90  ส่วนเมื่อเปรียบ

เทียบกับน�้ามันมะพร้าวบริสุทธิ์สกัดเย็น พบว่าน�้ายาบ้วนปาก

ต�ารับที่ 1, 2, 3 (40:40:20), 4, 5 และ 7 มีฤทธิ์ต้านเชื้อราแคน

ดดิาอัลบิแคนส์ในรปูแบบแผ่นมากกว่าน�า้มนัมะพร้าวสกดัเยน็

บริสุทธิ์อย่างมีนัยส�าคัญทางสถิติ (p<0.05) และเมื่อเปรียบ

เทียบกับน�้ากลั่น พบว่าน�้ายาบ้วนปากทั้ง 9 ต�ารับมีฤทธิ์ต้าน

เชื้อราแคนดิดาอัลบิแคนส์ในรูปแบบแผ่นชีวภาพมากกว่าน�้า

กลัน่ โดยต�ารบัที ่1-8 มค่ีาเฉลีย่ร้อยละการลดลงของปริมาณ

เชื้อรามากกว่าน�้ากลั่นอย่างมีนัยส�าคัญทางสถิติ (p<0.01)  

X 100

ร้อยละการลดลงของปริมาณเชื้อ  

 =  (จ�านวนโคโลนีของเชื้อตั้งต้น(CFU/mL)-จ�านวนโคโลนีของเชื้อหลังจากทดสอบสาร(CFU/mL)

                             (จ�านวนโคโลนีของเชื้อตั้งต้น(CFU/mL)) 
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ดงัแสดงในตารางที ่2  และเมือ่เปรียบเทยีบฤทธิต้์านเชือ้ราใน

รปูแบบแผ่นชวีภาพระหว่างน�า้ยาบ้วนปากต�ารบัท่ี 2, 4, 5 และ 

7 กบัต�ารบัที ่1 พบว่าค่าเฉลีย่ร้อยละการลดลงของปริมาณเช้ือ

ราไม่แตกต่างอย่างมีนัยส�าคัญทางสถิติ (p>0.05) 
 ส่วนสารละลายโพรไพลีนไกลคอลในน�้ากลั่นปลอดเช้ือ

ที่ความเข้มข้นร้อยละ 40 (PS40), 30 (PS30) และ 20 

(PS20) นั้น มีฤทธิ์ลดปริมาณเชื้อราร้อยละ 70, 45 และ 25 

โดยประมาณตามล�าดับ นอกจากน้ันพบว่าน�้ายาบ้วนปาก

ต�ารับที่มีน�้ามันมะพร้าวสกัดเย็นร้อยละ 60 ผสมอยู่ในสาร

ละลายโพรไพลีนไกลคอลความเข้มข้นร้อยละ 40 (ต�ารับที่ 1) 

มีฤทธิ์ต้านเช้ือราแคนดิดาอัลบิแคนส์ในรูปแบบแผ่นชีวภาพ

มากกว่าต�ารับที่ 2, 3 และ PS40 โดยพบความแตกต่างอย่าง

มีนัยส�าคัญระหว่างต�ารับที่ 1 กับต�ารับที่ 3 (p<0.001) และ

ต�ารับที่ 1 กับ PS40 (p=0.003) แต่ไม่พบความแตกต่าง

อย่างมีนัยส�าคัญระหว่างต�ารับที่ 1 และ 2 (p=0.071) ส่วน

กลุม่สารทดสอบทีมี่ความเข้มข้นโพรไพลนีไกลคอลร้อยละ 30  

พบว่าต�ารับที่ 4, 5 ที่มีน�้ามันมะพร้าวสกัดเย็นผสมอยู่ร้อยละ 

70 และ 60 ตามล�าดับ มีฤทธิ์ต้านเชื้อรามากกว่าต�ารับที่ 6 ที่

ผสมน�า้มนัมะพร้าวสกดัเยน็ร้อยละ 50 และ PS30 อย่างมนียั

ส�าคัญ (p<0.001) แต่ไม่พบความแตกต่างอย่างมีนัยส�าคัญ

ระหว่างต�ารบัที ่4 และ 5 (p=0.513) ส�าหรับกลุม่สารทดสอบ

ที่มีความเข้มข้นโพรไพลีนไกลคอลร้อยละ 20 พบว่าต�ารับที่ 

7 ที่มีน�้ามันมะพร้าวสกัดเย็นในอัตราส่วนร้อยละ 80 มีฤทธิ์

ต้านเชือ้ราแคนดดิาอลับแิคนส์ในรปูแบบแผ่นชวีภาพมากกว่า

ต�ารับที่ 8 และ 9 ที่มีสัดส่วนน�้ามันมะพร้าวสกัดเย็นร้อยละ  

70 และ 60 ตามล�าดับ และ PS 20 อย่างมีนัยส�าคัญทางสถิติ 

(p<0.05) แต่ไม่พบความแตกต่างอย่างมีนัยส�าคัญทางสถิติ

ระหว่างต�ารับที่  9 และ PS 20 (p>0.05)

บทวิจารณ์
 ผลการทดลองพบว่า น�้ามันมะพร้าวสกัดเย็นบริสุทธิ์ มี

ฤทธ์ิต้านเช้ือราแคนดิดาอัลบแิคนส์ในรปูแบบแผ่นชีวภาพ และ

สอดคล้องกบัการศกึษาก่อนหน้านี้(13) โดยน�า้มนัมะพร้าวสกดั

เย็นบริสุทธิ์ มีองค์ประกอบด้วยกรดไขมันสายคาร์บอนขนาด

กลาง (medium chain fatty acid) ซ่ึงมีจ�านวนอะตอม 

สายคาร์บอน 6-12 ตัว ในปริมาณสูง ได้แก่ กรดลอริก 

(C12:0) และกรดคาปริก (C10:0) มีฤทธิ์ต้านเชื้อราแคน- 

ดิดาอัลบิแคนส์(34)

ตารางที่ 2  ค่าเฉลีย่ร้อยละการลดลงของปริมาณเชือ้ราเปรยีบเทยีบระหว่างต�ารบัน�า้ยาบ้วนปาก สารละลายโพรพลินีไกลคอล น�า้มนัมะพร้าวสกดั

เย็นบริสุทธิ์ ยาไนสแตติน และน�้ากลั่น

Table 2 Mean percentage of fungal reduction of mouthwash formulae, propylene glycol solutions, virgin coconut oil, nystatin 

and distilled water

Substances Mean (Standard deviation)
1. 4th MW 89.92 (3.31)a

2. 1st MW 89.81 (8.21)a

3. 5th MW 83.75 (5.75)a

4. Nystatin 82.36 (4.61)a

5. 2nd MW 77.00 (3.64)ab

6. 7th MW 75.74 (10.92)ab

7. PS40 68.72 (7.59)b

8. 3rd MW 63.32 (8.58)b

9. 6th MW 51.41 (6.76)c

10. 8th MW 47.43 (13.88)c

11. PS30 46.12 (9.49)c

12. Virgin coconut oil 42.83 (7.61)c

13. 9th MW 26.19 (11.27)cd

14. PS20 25.27 (10.95)cd

15. Distilled water 7.38 (8.22)d

a-d Values with different letters are statistically significant different (p < 0.05)
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 ส่วนกลไกการออกฤทธิ์ต้านเชื้อรายังไม่ทราบแน่ชัด แต่

จากการศึกษาพบว่าเมือ่เชือ้ราแคนดดิาอลับิแคนส์สมัผัสกรด

คาปริกความเข้มข้น 10 มิลลิโมลต่อลิตร เป็นเวลา 30 นาที 

จะพบไซโตพลาสซมึ (cytoplasm) ของเชือ้มกีารจดัเรยีงทีไ่ม่

เป็นระเบียบ (disorganization) แต่ไม่พบการเปลี่ยนแปลง

ของผนังเซลล์ (cell wall)(34)

 ตัวท�าอิมัลชันที่ใช้ผสมต�ารับน�้ายาบ้วนปากมีหลายชนิด 

ได้แก่ ทวีน (Tween) และโพรพิลีนไกลคอล โดยทวีนหรือ

โพลซีอร์เบต (polysorbate) เป็นของเหลว สค่ีอนข้างเหลอืง 

มีกลิ่นเฉพาะ มีลักษณะหนืดคล้ายน�้ามันและมีรสชาติขม
(21) ส่วนโพรพิลีนไกลคอลเป็นสารไร้สี ไร้กลิ่น มีความหนืด

น้อยกว่า(35) มีฤทธิ์ต้านเชื้อรา(20) และนิยมน�ามาใช้เป็นส่วน

ประกอบในอุตสาหกรรมอาหาร ยา และเครื่องส�าอาง ท้ังนี้

การน�าโพรพิลีนไกลคอลมาใช้เป็นส่วนผสมของน�้ายาบ้วน

ปาก อาจท�าให้เกดิอาการแพ้ (allergic reaction) หรอืระคาย

เคืองของผิวหนังได้ (skin irritation) ได้ โดยพบว่าอัตรา

การเกิดอาการแพ้หรือระคายเคอืงแปรผนัตรงตามความความ

เข้มข้นของโพรพิลีนไกลคอล(36) ในการทดสอบผื่นแพ้สัมผัส  

(contact allergy) โดยวิธีแพ็ทช์เทสต์ (patch test) ด้วย 

โพรพิลีนไกลคอลร้อยละ 100 พบว่าผู้ทดสอบ 3 ใน 16 ราย 

(ร้อยละ 18.75) มีอาการระคายเคืองของผิวหนังเล็กน้อย แต่

ไม่พบอาการระคายเคอืงของผวิหนงัเมือ่ทดสอบด้วยโพรพลินี

ไกลคอลร้อยละ 50(37) ดังนั้นการใช้โพรพิลีนไกลคอล ความ

เข้มข้นต�า่กว่าร้อยละ 50 จงึน่าจะเป็นความเข้มข้นทีป่ลอดภยั

ต่อการระคายเคอืงผวิหนงั(38) อย่างไรกต็ามมกีารศกึษาทีพ่บ

ว่ามีผู้ทดสอบร้อยละ 3.5 เกดิผืน่แพ้สมัผัสภายหลงัการสมัผัส

สารละลายโพรพิลีนไกลคอลความเข้มข้นร้อยละ 30 ด้วยวิธี

แพ็ทเทสต์(39) ทั้งนี้ยังไม่พบการศึกษาที่รายงานถึงความเข้ม

ข้นของโพรพิลนีไกลคอลท่ีส่งผลกระทบต่อเนือ้เย่ือในช่องปาก

 จากการเปรยีบเทยีบฤทธิต้์านเชือ้ราแคนดดิาอลับแิคนส์ 

ในรูปแบบแผ่นชีวภาพ พบว่าน�้ายาบ้วนปากต�ารับที่ 1, 4, 5 

และ 7 มีค่าเฉลี่ยร้อยละการลดลงของปริมาณเชื้อรามากกว่า

อย่างมีนัยส�าคัญเมื่อเทียบกับน�้ามันมะพร้าวสกัดเย็นบริสุทธิ์ 

และสารละลายโพรพีลีนไกลคอลที่มีความเข้มข้นร้อยละ 40, 

30  และ 20 ตามล�าดับ การผสมโพรพีลีนไกลคอลความเข้ม

ข้นร้อยละ 40, 30 และ 20 กับน�้ามันมะพร้าวสกัดเย็น จะช่วย

เพ่ิมฤทธิ์การต้านเชื้อราแคนดิดาอัลบิแคนส์ในรูปแบบแผ่น

ชีวภาพของน�้ามันมะพร้าวสกัดเย็น 

 จากการศึกษานี้ต�ารับน�้ายาบ้วนปากที่มีฤทธ์ิต้านเชื้อรา

แคนดิดาอัลบิแคนส์ในรูปแบบแผ่นชีวภาพเทียบเท่ากับยา 

ไนสแตติน ได้แก่ ต�ารับที่ 1, 2, 4, 5 และ 7 โดยต�ารับที่ 2 

และ 5 เป็นต�ารับที่มีน�้ากลั่นเป็นส่วนประกอบร้อยละ 10 ยัง

คงมีฤทธ์ิต้านเช้ือราแคนดิดาอัลบิแคนส์เทียบเท่าต�ารับที่ 1 

และ 4 ซึ่งไม่มีน�้ากลั่นเป็นส่วนประกอบ การผสมน�้ากลั่นใน

ต�ารับน�้ายาบ้วนปากมีวัตถุประสงค์เพื่อลดต้นทุน ลดความ

ข้นหนืดของน�้ามันมะพร้าวสกัดเย็น ท�าให้สามารถใช้อมบ้วน

ได้ง่ายขึ้น และยังเอ้ือประโยชน์ในขบวนการผลิตน�้ายาบ้วน

ปาก เนื่องจากเป็นส่วนท่ีสามารถเติมสีหรือแต่งกลิ่นได้ แต่

อัตราส่วนของน�้ากลั่นท่ีเป็นส่วนประกอบของน�้ายาบ้วนปาก

ต้องไม่เกินร้อยละ 10 เนื่องจากการเติมน�้ากลั่นมากกว่าร้อย

ละ 10 จะท�าให้ฤทธ์ิการต้านเชือ้ราของต�ารบัน�า้ยาบ้วนปากลด

ลงอย่างมีนัยส�าคญั ฉะนัน้ในการพฒันาต�ารบัน�า้ยาบ้วนปากน�า้

มนัมะพร้าวสกดัเย็นทีม่ฤีทธ์ิต้านเชือ้รา จึงเลอืกต�ารบัทีเ่ตมิน�า้

กลั่นในอัตราส่วนร้อยละ 10 ดังนั้นน�้ายาบ้วนปากต�ารับที่ 5 ที่

มส่ีวนประกอบของน�้ามนัมะพร้าวสกดัเยน็ โพรพลีนีไกลคอล 

และน�้ากลั่น ในอัตราส่วนร้อยละ 60, 30 และ 10 ตามล�าดับ 

น่าจะเป็นต�ารับท่ีเหมาะสมและมีประสิทธิภาพต้านเช้ือราแคน

ดิดาอัลบิแคนส์ในรูปแบบแผ่นชีวภาพ เนื่องจากมีความหนืด

ของน�้ามันมะพร้าวสกัดเย็นลดลง และต้นทุนการผลิตต�่ากว่า

ต�ารับที่ 1 และ 4

 ในการศึกษานี้ท�าการทดสอบฤทธ์ิต้านเช้ือราเป็นระยะ

เวลา 10 นาที โดยอ้างอิงระยะเวลาที่ใช้น�้ามันมะพร้าวอมกลั้ว

ปาก(6) ซึ่งอาจไม่สะดวกในชีวิตประจ�าวันส�าหรับผู้ป่วยบาง 

ราย(16) ดังนั้นจึงควรมีการศึกษาถึงฤทธิ์ต้านเชื้อราของต�ารับ

น�้ายาบ้วนปากท่ีพัฒนาขึ้นในระยะเวลาสัมผัสท่ีน้อยลง เพื่อ

ความสะดวกในการใช้อมบ้วนปาก 

บทสรุป
 ต�ารับน�้ ายาบ ้วนปากที่มีส ่วนประกอบของน�้ ามัน

มะพร้าวสกัดเย็น โพรพิลีนไกลคอลและน�้ากลั่น (60:30:10)                

มีประสิทธิภาพในการต้านเชื้อราแคนดิดาอัลบิแคนส์ในรูป

แบบแผ่นชีวภาพเทียบเท่ากับยาไนสแตติน อย่างไรก็ตามการ

ศึกษานี้เป็นการศึกษาในห้องปฏิบัติการ จึงควรมีการศึกษา

ทางคลินิกต่อไป
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